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Abstract:  Obesity  promotes  premature  aging  and  dysfunction  of white  adipose  tissue  (WAT) 
through the accumulation of cellular senescence. The senescent cells burden in WAT has been linked 







to  preadipocyte  senescence,  we  used  Clustered  Regularly  Interspaced  Short  Palindromic  Re‐
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1. Introduction 









Recent  evidence  suggested  that diet‐induced  obesity  (DIO)  in  animals  promoted 

























[15]. Pre‐adipocytes express  toll‐like receptors and have the potential of full  innate  im‐















ated growth arrest phenotype and  in  inducing a small subset of  the pro‐inflammatory 
SASP molecules  [9]. Recent  evidence has  shown  that  the  cytosolic DNA  sensor  cyclic 
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man Embryonic Kidney 293 cells and contains  the SV40 T‐antigen  (HEK293T)  (ATCC) 
were used  for viral packaging  as described previously  [24]. Cells were maintained  in 
(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (catalogue no. AlphaFBS‐HI, 
Alphabioregen, Boston, MA, USA) and 1% penicillin/streptomycin antibiotics (catalogue 
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2.3. Experiments on Human Adipose Tissue Samples 





analysis was  performed  in  samples  obtained  from  23–24  subjects  and  the  primer  se‐
quences are described in Table S1. 
2.4. Senescence Associated β‐Galactosidase (SA‐β‐Gal) Staining 

















gen)  supplemented with  protease  inhibitor  cocktail  (Sigma),  10 mM  sodium  fluoride 










following  primary  antibodies:  acetylated‐p53  (Lys375)  (Abcam, Cambridge, UK, Cat# 
ab61241, Research Resource Identifiers ID (RRID): AB_944590), tumor protein p53 (p53) 
(Abcam Cat# ab26, RRID: AB_303198), cyclin‐dependent kinase inhibitor 1A (p21) (Abcam 
Cat#  ab7960, RRID:AB_306174), C‐X‐C motif  chemokine  ligand  10  (CXCL‐10)  (Abcam 
Cat#  ab8098,  RRID:AB_306267),  matrix  metallopeptidase  13  (MMP13)  (Abcam  Cat# 
ab39012, RRID:AB_776416), matrix metallopeptidase  3  (MMP3)  (Abcam Cat#  ab53015, 
RRID:AB_881242),  insulin‐like growth  factor binding protein 4  (IGFBP4)  (Abcam Cat# 
ab77350, RRID:AB_1523812), interleukin 6 (IL6) (Abcam Cat# ab9324, RRID:AB_307175), 
tumor necrosis  factor  (TNFα)  (Abcam Cat# ab1793, RRID:AB_302615), complement C3 
(C3) (Abcam Cat# ab11887, RRID:AB_298669), ceruloplasmin (CP) (Abcam Cat# ab48614, 
RRID:AB_869113),  dermatopontin  (DPT)  (Abcam  Cat#  ab118710,  RRID:AB_10901710), 
signal  transducer  and  activator of  transcription  1  (STAT1)  (Cell Signaling Technology 
Cat# 9172, RRID:AB_2198300), phospho STAT1  (Cell Signaling Technology, Cat# 9167, 




ogy,  Cat#:9145,  RRID:AB_2491009),  cGAS  (Cell  Signaling  Technology  Cat#  31659, 
RRID:AB_2799008), STING  (Cell Signaling Technology Cat# 13647, RRID:AB_2732796), 
interferon alpha (IFNα) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, Cat# PA5‐86767, 





ish  Peroxidase  (HRP)‐Linked  Antibody  (Cell  Signaling  Technology  Cat#  7074, 




















































assembly  [26]  with  Tophat2  (version  2.1.0)  [27]  using  Ensembl85  gene‐annotation. 
Aligned  reads were  quantified with  featureCounts  function  from  Rsubread  (version 
1.22.3) [28] in the Bioconductor Package (version 3.3.2). All the read counts from condi‐
tions were combined into a data matrix based on gene‐identifiers. Genes that had at least 
one  read across conditions were  selected and normalized  the counts using  the default 
method (relative log expression) in DESeq2 (version 1.12.4) [29]. Furthermore, differen‐
tially expressed genes between different conditions were identified using the Wald test 
from DESeq2.  The  differentially  expressed  genes were  selected,  and  the  significance 
threshold was set at a q‐value of 0.05. Ingenuity Pathway Analysis software (IPA, Ingenu‐























AAACGGCTCTCGTCTTAGAT,  STING  gRNA‐1:  CGGCAGTTATTTCGAGACTC, 
STAT1  gRNA‐1:  GGTCGCAAACGAGACATCAT,  STAT3  gRNA‐1:  CGATTACCTG‐
CACTCGCTTC  and  NT  control  gRNA:  GCTTTCACGGAGGTTCGACG.  Briefly,  in 
HEK293T cells the transfer plasmids were co‐transfected with packaging plasmids using 





































































to  the  treatment protocol  in Figure 1A, H2O2  treated  and  control  cells were  fixed and 












tor  changes  in  cellular growth  in H2O2  treated vs.  control  cells, we performed growth 
curve analysis on these cells over a period of 7 days. Preadipocytes were treated with H2O2 
























































down‐regulated  (Figure 2A,B). We subjected  the  total differentially  regulated genes  in 
these conditions along with common genes to IPA. Interestingly, the top ten most signifi‐



























































































STAT3  in  senescent  preadipocytes, we measured  the  phosphorylation  levels  of  Y701 
(STAT1) and Y705 (STAT3), along with the total levels of STAT1 and STAT3 by Western 














ure 5C). Gene expression analysis revealed a significant  induction  in  the expression of 
transcriptional targets of STAT1/3. These results are qualitatively similar to our discovery 
in  senescent  3T3‐L1 preadipocytes;  thereby highlighting  that  activation of STAT1/3  in 
preadipocytes in obese WAT may promote inflammation. 












sulin Resistance  (HOMA‐IR),  Systolic Blood  Pressure  (SBP), Diastolic Blood Pressure  (DBP), Mean Arterial Pressure 
(MAP), Low Density Lipoprotein  (LDL), High‐Density Lipoprotein  (HDL). (E) Correlation analysis of STAT1/3  targets 
gene expression data in human adipose tissue. 
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To investigate relevance of STAT1 and STAT3 signaling to human obesity, expression 
analysis of STAT1/3  transcriptional targets was performed  in an existing cDNA  library 
prepared from adipose tissue samples obtained from obese human subjects. We analyzed 
24 samples, and mean age of  the subjects was 29.13 years and mean body mass  index 
(BMI) was  44.14  (Figure  5D).  Interestingly,  correlation  analysis of gene  expression  re‐
vealed  significant positive  correlation between key  target genes  including B2M/OAS3, 










are believed  to participate  in SASP. The  robust  induction observed  in  the  secretion of 










































































and  STAT3 were  recorded  as  3%,  4%,  and  3%,  respectively,  and  those  of  the  treated 

















































preadipocytes, and  this expression was reduced when  they were subjected  to H2O2‐in‐
duced senescence protocol. 















crease  in  the protein  levels of  IFNα  (~10  fold p < 0.001)),  IFNβ  (~3  fold p < 0.05)) and 
CXCL10 (~4 fold p < 0.001), and IL6 (~4 fold p < 0.01) implying the existence of a robust 

















































tion  in  the  levels of C3, CP enzyme, growth  factor  IGFBP4, and cytokine CXCL10 and 







We  further  validated  the  top  upregulated  transcription  factors,  besides  P53  and 
NFκB, by bioinformatics and pathway analyses  that  included STAT1 and STAT3. Our 





functions  including  immune  response,  cellular growth, differentiation, and  energy  ex‐
penditure  [53].  Evidence  for  cytokine‐induced  senescence  and  functional  roles  for 
JAK/STAT  signaling  in  promoting  some  SASP molecules  is  emerging  [54]. Therefore, 
these observations led us to study the biological signals coordinated by STAT1 and STAT3 












































Next, we demonstrated a  reduction  in STING expression  in STAT1 KO preadipo‐
cytes, which was  reduced  further  in  senescent preadipocytes  compared  to STAT3 KO 
preadipocytes.  It  is well known  that  the main outcome of  the  recognition of  cytosolic 
dsDNA by the cGAS‐STING signaling pathway is the induction of canonical type I inter‐
feron, including IFNα and IFNβ, that ultimately leads to the induction of interferon sig‐
naling‐related  genes  and  triggers  STAT1  signaling  [65].  Despite  the  knowledge  that 










to  increases  in  the expression of CXCL10 [67–69]. On  the other hand,  the  link between 
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STAT3 and IL6 has been reported in inflammation and cancer studies [70,71]. Therefore, 
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